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1. Introducción 
Uno de los mayores problemas a nivel ambiental es la 
contaminación de las aguas por vertimiento de 
contaminantes de diferente índole [1]. Las empresas 
textiles y de teñido utilizan grandes cantidades de 
colorantes. El proceso de tinturado no es 
completamente eficiente, porque un porcentaje de los 
colorantes es vertido en las aguas residuales de estas 
empresas [2], [3]. Bajas concentraciones de colorantes 
alteran notablemente la estética de los cuerpos de agua 
[3], [4]. Desde hace varios años se han presentado 
vertimientos de aguas residuales coloreadas en los 
cuerpos acuosos en diferentes ciudades de Colombia 
[5], [6], [7], [8]. Debido a esta problemática, en Antioquia 
se han endurecido las normas de control. Por 
disposición del gobierno a través del artículo 63 de la Ley 
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99 de 1993 [9], el Acuerdo Metropolitano No. 21 de 2012 
[10], y la Resolución 631 de 2015 [11], se han 
establecido los límites permisibles de color en las aguas 
residuales vertidas por las empresas involucradas, estas 
normas obligan a estas empresas a tratar sus aguas de 
tal forma que cumplan con los requisitos.  
Los colorantes azoicos son de tradicional uso 
alrededor del mundo y se caracterizan por ser 
recalcitrantes, estables ante la luz, y tóxicos. Los 
métodos de tratamiento de las aguas residuales que 
contienen estos colorantes originan aminas tóxicas [12], 
por lo que la alternativa de degradación biológica 
emerge ante estas problemáticas.  
En anteriores estudios sobre la decoloración de las 
tinturas azoicas, se reporta la decoloración biológica 
debido a las enzimas azoreductasas en 
microorganismos, las cuales catalizan la lisis reductiva 
del grupo azo (-N=N-), esta reacción es el primer paso 
de biodegradación. El decrecimiento en la absorción del 
colorante, después de ser sometido a la actividad 
enzimática del microorganismo, indica que la 
decoloración del colorante fue debido a la degradación 
del colorante [13], [14]. Pero, debido a las aminas 
generadas por el rompimiento del enlace azo, el pH de 
las aguas residuales aumenta [15], lo que limita la 
supervivencia de microorganismos en estos cuerpos 
acuosos.  
La Figura 1 muestra la estructura del colorante azoico 
Negro P-SG. El colorante contiene en su estructura un 
cromo que se conjuga con dos unidades del colorante 














































































Figura 1. Estructura del colorante azoico Negro P-SG: 
(a) monómero de la estructura del colorante, (b) 
estructura del complejo cromado   
La levadura Saccharomyces cerevisiae se ha 
reportado como capaz de biorremediar colorantes [3], 
[16], [17], [18]. La levadura S. cerevisiae tiene enzimas 
azoreductasas que catalizan compuestos en presencia 
de varias coenzimas reductoras como FADH2, NADH y 
NADPH, mostrando su versatilidad y su potencial uso 
como agente degradador de colorantes [13], y gracias a 
su complejo enzimático se utiliza en otros procesos [19]. 
Este complejo enzimático podría ser responsable de la 
biorremediación o biodegradación de compuestos como 
los colorantes azoicos. 
Uno de los métodos que permite la utilización de 
microorganismos para el tratamiento de aguas 
residuales es la inmovilización, ya sea en un soporte, o 
encapsulado dentro de una matriz. Este método 
incrementa la resistencia de la levadura al cambio en las 
condiciones en las que se encuentra el colorante, tales 
como pH, condiciones tóxicas y temperatura. A su vez 
permite que la levadura sea contenida en un soporte 
durante la reacción, luego de la cual son fácilmente 
separadas de los productos y pueden ser reutilizadas, 
además, no afecta la actividad catalítica del complejo 
enzimático de la levadura. Una de las matrices utilizadas 
para inmovilizar microorganismos es la gelatina, esta 
matriz es compatible con el microorganismo por ser una 
proteína, permeable a algunos solutos, biodegradable y 
es una alternativa de bajo costo [4], [20], [21], [22].  
Este trabajo presenta una alternativa de tratamiento 
de colorantes azoicos usando la levadura 
Saccharomyces cerevisiae inmovilizada en gelatina, 
también su estudio cinético, el porcentaje de 
biorremediación del colorante azoico negro, y el estudio 
teórico computacional del colorante. 
2. Materiales y métodos 
La gelatina grado comercial y el Glutaraldehido al 
50%v/v fueron adquiridos en Químicos J. M., y. La 
levadura, Baker’s yeast, fue adquirida en un almacén 
comercial. El colorante azoico Negro P-SG fue adquirido 
por una industria textil de la ciudad de Medellín. Los 
demás reactivos para la preparación de los medios 
fueron grado analítico, y fueron usados sin purificar. 
2.1 Inmovilización de la levadura 
Esta metodología fue seguida de acuerdo a [20], [21], 
[23], [22] con modificaciones, para ser aplicada a 
condiciones de laboratorio, un resumen es el siguiente: 
Se preparó un medio adicionando en agua destilada 10 
g/L de sacarosa, 10 g/L de NH4Cl, 0.5 g/L de NaH2PO4, 
0.4 g/L de NaCl, 0.35 g/L de MgCl2, 0.05 g/L de CaCl2, y 
se ajustó a pH entre 5.0 y 6.0 [3]. Se preparó 10 mL de 
gelatina al 20%p/v calentando a 60ºC y luego se 
disminuyó a 35°C. Diferentes cantidades de levadura 
fueron adicionadas a 10 mL de medio: 0.5 g, 1.5 g, 2.5 
g, 3.5 g, y 5.0 g. Los anteriores 10 mL fueron 
adicionados a los 10 mL de gelatina, se agitaron 
suavemente para homogenizar, y se dejó solidificar a 
4°C. El gel fue cortado en trozos muy pequeños, lavados 
con solución buffer fosfato pH 6.0, se lavó con solución 
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de Glutaraldehido 0.25%v/v, se filtró y se conservó a 4°C 
en solución buffer hasta su utilización. 
2.2 Cinética de biorremediación del colorante 
Negro azoico por levadura inmovilizada y libre 
La cinética de biorremediación del colorante Negro P-
SG fue determinada por espectrofotometría (Genesys, 
UV-Visible, Thermo, Scientific) a 597 nm. A partir de una 
solución stock de colorante de 0.2%p/v se prepararon 
las siguientes soluciones: 0.1%p/v, 0.01%p/v, 
0.001%p/v, y 0.0001%p/v. A cada concentración se le 
adicionó 3 g de levadura inmovilizada, de las diferentes 
concentraciones. Se prepararon dos controles, donde 
uno contenía la concentración evaluada de colorante sin 
levadura inmovilizada y el otro contenía levadura 
inmovilizada sin colorante. Los volúmenes se ajustaron 
con medio. La absorbancia fue leída en períodos de 
tiempo iguales hasta completar 90 minutos. 
La cinética de disminución del colorante por la 
levadura libre se efectuó con concentraciones de 
colorantes 0.005 g/mL, 0.010 g/mL, 0.050 g/mL y 0.1 
g/mL. A cada solución se le adicionó la solución de 
levadura cuya concentración final fue 1%p/v. La 
absorbancia fue leída en períodos de tiempo iguales 
hasta completar 90 minutos. 
2.3 Biorremediación de colorante por levadura 
inmovilizada y libre. 
Se evaluaron varias concentraciones de colorante y 
varias concentraciones de levadura inmovilizada. Se 
prepararon 2 concentraciones de colorante: 1.0 mg/mL 
y 0.1 mg/mL. Las concentraciones de levadura 
inmovilizadas fueron: 250 mg/mL, 175 mg/mL, 125 
mg/mL, y 75 mg/mL. Cada concentración de colorante 
fue evaluada por las 4 concentraciones de levadura 
inmovilizada. Las lecturas de absorbancia fueron leídas 
a las 0 hr, 1.5 hr, 24 hr y 72 hr. El blanco estaba formado 
por levadura inmovilizada en medio y no contenía 
colorante, y el control era el colorante a las 
concentraciones evaluadas, y no contenía levadura 
inmovilizada. Los ensayos se realizaron por triplicado. 
2.4 Estudio teórico 
La estructura molecular del colorante azoico Negro P-
SG fue optimizada usando HF y el método STO-3G. Se 
calcularon las propiedades de HOMO y LUMO, el mapa 
de potencial electrostático para visualizar la densidad 
electrónica del colorante, y la geometría del complejo 
cromado y su potencial LUMO se optimizaron usando el 
método PM3, con el programa PC Spartan Pro 1.0.5. 
(16-08-2000) 
2.5 Análisis estadístico 
Los resultados son presentados como la media ± 
SEM del triplicado, los datos fueron analizados usando 
el programa Graph-Pad 5.0 software 2007, San Diego, 
CA, USA. Un valor de p menor de 0,05 fue considerado 
significativo. 
 
3. Resultados y Discusión 
3.1 Parámetros Cinéticos de biorremediación del 
colorante 
La determinación de los parámetros de Velocidad 
máxima, Vmáx, y constante de Michaelis y Menten, KM, 
de la levadura inmovilizada y libre, se realizaron usando 
la ecuación de Michaelis y Menten.  
La ecuación (1) rige la cinética de la cual se obtienen 










La Figura 2 muestra las gráficas de las cinéticas de la 
levadura inmovilizada y libre. 
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Figura 2. Gráficas de cinética de biorremediación del 
colorante, calculadas a varías concentraciones de 
levadura inmovilizada y libre: (a) levadura libre, (b) 
levadura inmovilizada a 75 mg/mL, (c) 125 mg/mL, (d) 175 
mg/mL, (e) 250 mg/mL, respectivamente. 
La Figura 2 muestra las gráficas a diferentes 
concentraciones de levadura inmovilizada en gelatina, 
donde estás gráficas se rigen por la ecuación de 
Michaelis y Menten, de donde se derivan los parámetros 
cinéticos Vmáx. y KM, estos parámetros se muestran en 
la Tabla 1. 
Tabla 1. Parámetros cinéticos de biorremediación del 
















3.17*10-3 2.84*10-3 2.34*10-3 3.44*10-3 
KM (g/mL) 9.13*10-2 1.38*10-2 1.0*10-2 1.21*10-2 2.0*10-2 
La Tabla 1 muestra que la KM de la levadura 
inmovilizada es menor que la KM de la levadura libre, 
indicando que aumenta la afinidad de la levadura al 
colorante cuando se encuentra inmovilizada. Es 
probable que este resultado sea debido a la toxicidad del 
colorante, ya que, al estar inmovilizada, la levadura se 
encuentra protegida, por lo tanto, hay menos 
impedimentos externos para la interacción levadura-
colorante, y hay menos inhibición de la levadura por los 
metabolitos que se podrían formar.  
La velocidad máxima de biorremediación de colorante 
es mayor a mayor concentración de levadura en el 
colorante, indicando que la biorremediación del 
colorante es dependiente de la concentración de 
levadura. A concentración más alta de colorante, hay 
mayor concentración del complejo Colorante-Levadura, 
pero la cinética de biorremediación llega a un estado 
estacionario, independiente de la concentración de 
levadura inmovlizada o libre. También es probable que 
la gelatina facilite o active las enzimas responsables de 
la remediación del colorante. 
3.2 Cinética de biorremediación del colorante 
La cinética de biorremediación del colorante se realizó 
calculando la absorbancia corregida vs. el tiempo. La 
absorbancia corregida se halló restando la absorbancia 
de la celda menos la absorbancia del blanco. Las 
gráficas resultantes muestran la absorbancia del 
complejo Levadura-Colorante en medio acuoso, que aún 
no ha sido degradado o absorbido por la levadura. Los 
comportamientos de decaimiento exponencial de la 
absorbancia del colorante en el medio, en función del 
transcurso del tiempo, se muestran en la Figura 3. 
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Figura 3. Cinética de biorremediación a diferente 
concentración de colorante expuesto a 4 
concentraciones de levadura inmovilizada en gelatina, 75 
mg/mL, 125 mg/mL, 175 mg/mL, 25 mg/mL: (a) 
concentración de colorante 1 mg/mL, (b) concentración 
de colorante 0.1 mg/mL. 
Las Figuras 3(a) y 3(b) muestran la concentración del 
colorante control como referencia de la tendencia que 
sigue la biorremediación del colorante Negro, en estas 
se muestran una mayor biorremediación de colorante a 
mayor concentración de levadura inmovilizada, y menor 
biorremediación de colorante a menor concentración de 
levadura inmovilizada. Las gráficas representan una 
disminución de la concentración del colorante en el 
tiempo, mostrando que la velocidad de biorremediación 
del colorante es proporcional a la concentración de 
colorante residual.  Esto podría suponer que la velocidad 
de biorremediación por absorción o adsorción podría ser 
proporcional a la concentración del colorante en el 
medio; donde el colorante, desde esta mirada, puede ser 
biodegradado o biorremediado en un período de tiempo 
corto. Como la concentración del colorante disminuye, la 
velocidad de biorremediación o biodegradación también 
disminuye. Este comportamiento se representa con una 
ecuación de la forma (2): 
 2bKXyY    
De la gráfica Figura 3(a) se obtiene las siguientes 
ecuaciones de decaimiento exponencial de la 
concentración de colorante con el tiempo. 
 306.096.1.0066.0  XY   
 406.027.1068.0  XY   
 504.004.1074.0  XY   
 603.003.1085.0  XY   
 714.060.0410  XY   
Las ecuaciones (3), (4), (5), (6) y (7) representan la 
disminución de la concentración de colorante en 
presencia de concentraciones de levadura inmovilizada 
a 75 mg/mL, 125 mg/mL, 175 mg/mL, 250 mg/mL y el 
control, a concentración de colorante 1 mg/mL, que no 
contiene levadura inmovilizada, respectivamente. A 
mayor concentración de levadura mayor es la 
concentración de colorante que la levadura biorremedia, 
esto se observa en el valor de y de las anteriores 
ecuaciones. Este valor representa el rango de 
absorbancia que la levadura inmovilizada pudo 
biorremediar y se calculó tomando la diferencia entre la 
absorbancia inicial a las 0 hr y la absorbancia final a las 
72 hr. 
El tiempo de vida media, T1/2, se obtiene de las 




T   
La Tabla 2 muestra el tiempo de vida media, calculado 
de (8), que requiere la levadura para biorremediar el 
50% del colorante a concentración inicial de 1 mg/mL. 
Tabla 2. Tiempo de vida media de biorremediación del 





75  125 175 250 control 
T1/2 (hr) 0.35 0.54 0.67 0.67 1.15 
La Tabla 2 muestra como el control también se 
degrada a temperatura ambiente, solo que es más lenta 
su degradación, requiere casi el doble del tiempo que el 
ensayo con mayor concentración de levadura 
inmovilizada, para degradarse el 50% de la 
concentración inicial. De la Tabla 2, también se observa 
que ha concentraciones altas de levadura inmovilizada, 
como 175 mg/mL y 250 mg/mL, el tiempo medio es el 
mismo, significando que la concentración de levadura es 
mayor que la concentración de colorante, es decir, hay 
un exceso de levadura en el medio, todas las moléculas 
de colorante interaccionan con la levadura, y a pesar de 
la alta concentración de levadura disponible, el tiempo 
de degradación o de remediación no variará. 
Las ecuaciones que representan la gráfica Figura 3(b) 
y que siguen la ecuación (2) se muestran a continuación: 
 901.061.1.0066.0  XY   
 1059.1067.0 XY    
 1102.2070.0 XY    
 1283.1070.0 XY    
 1308.0003.0009.0  XY   
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Las ecuaciones (9), (10), (11), (12) y (13), representan 
la disminución de la absorbancia del colorante en el 
tiempo de las concentraciones 75 mg/mL, 125 mg/mL, 
175 mg/mL, 250 mg/mL y el control de concentración de 
colorante 0.1 mg/mL, respectivamente. De acuerdo a los 
resultados mostrados en las ecuaciones anteriores, el 
rango de absorbancia reducida, que corresponde al 
valor de y en la (2), es aproximadamente igual, 
independiente de la concentración de levadura 
inmovilizada, es decir, independiente de la 
concentración de levadura, la biorremediación del 
colorante a concentración de 0.1 mg/mL será la misma, 
indicando que la concentración de colorante es baja 
comparada con la concentración de levadura. 
La ecuación (13), el control en el ensayo, muestra un 
valor de rango de disminución de la absorbancia del 
colorante de 0.009, indicando que la degradación del 
colorante a condiciones ambientales es mínima, y el 
valor de b de la (2) es aproximadamente igual a la 
absorbancia inicial del colorante a 0.1 mg/mL. Para el 
caso de las concentraciones de levadura inmovilizada 
de 125 mg/mL, 175 mg/mL y 250 mg/mL, (10), (11) y 
(12), respectivamente, la biorremediación fue muy alta 
del colorante, ya que, para estos casos, el valor de b es 
igual a cero. En la concentración de levadura de 75 
mg/mL, debido a que la concentración de levadura era 
relativamente baja, la biorremediación disminuyó. 
La Tabla 3 muestra el tiempo de vida media que se 
tarda cada concentración de levadura inmovilizada en 
biorremediar el colorante a 0.1 mg/mL. 
Tabla 3. Tiempo de vida media de biorremediación del 





75  125 175 250 Control 
T1/2 (hr) 0.43 0.44 0.34 0.38 239 
El tiempo de vida media, mostrado en la Tabla 3, para 
la biorremediación del colorante a 0.1 mg/mL, es menor 
que los resultados para la biorremediación del colorante 
a 1 mg/mL, esto podría ser porque la concentración de 
colorante es menor, por lo tanto, la formación del 
complejo Colorante-Levadura es mayor. A 
concentraciones bajas de levadura, el tiempo de vida 
media aumenta, es probable que a concentraciones 
bajas de colorante la ósmosis a través de la gelatina se 
vea afectada, y por lo tanto se requiera una mayor 
concentración de levadura inmovilizada para entrar en 
contacto con el colorante y se forme el complejo 
Levadura-Colorante. 
Estos resultados muestran que la degradación o 
biorremediación del colorante depende de la 
concentración del colorante y de la concentración de 
Levadura inmovilizada con una relación proporcional. 
El porcentaje de biorremediación se calcula de 









Donde A0 y At son las Absorbancias iniciales y las 
Absorbancias al tiempo T, respectivamente. 
La ecuación (14) dio como resultado la Tabla 4 donde 
se muestra el porcentaje de remoción del colorante en 
función de las concentraciones de colorante y de 
levadura inmovilizada. 
Tabla 4. Porcentaje de Remoción del Colorante azoico 
Negro por la Levadura inmovilizada.  








75 125 175 250 
1.0 0 0 0 0 0 
1.5 50 47 49 58 
24 50 48 55 70 
72 55 61 70 77 
0.1 0 0 0 0 0 
1.5 78 84 92 92 
24 85 89 95 98 
72 86 97 98 100 
Como se observa en la Tabla 4, la relación 
concentración de levadura inmovilizada a porcentaje de 
biorremediación es proporcional, y el porcentaje de 
biorremediación también es inversamente proporcional 
a la concentración de colorante, es decir, a mayor 
concentración de colorante, teniendo constante la 
concentración de levadura, disminuye la 
biorremediación. Eso podría ser porque la levadura se 
satura de colorante a concentraciones altas, el complejo 
Colorante-Levadura está en estado estacionario, donde 
habrá un exceso de colorante que no podrá ser 
biorremediado, además la velocidad de biorremediación 
o de descomposición del complejo Colorante-Levadura 
es muy lento. Se debe destacar que las lecturas de 
absorbancia del colorante se observan hasta la 
formación del estado estacionario, y se reduce con el 
rompimiento del complejo Colorante-Levadura. 
3.3 Reactividad Química del Colorante azoico 
Negro P-SG. 
El estudio computacional se realiza con el fin de 
detectar las zonas más susceptibles de ataque, ya sea 
porque es una zona cargada electrónicamente (HOMO) 
o por ser una zona deficiente en electrones (LUMO) [25], 
[26], [27]. Para determinar las zonas más reactivas del 
colorante azoico Negro se optimizó la geometría de la 
estructura del colorante y se calcularon las superficies 
de densidad electrónica, la Figura 4 muestra la 
geometría optimizada del colorante azoico. 
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Figura 4. Geometría optimizada de la estructura 
monomérica del colorante azoico Negro P-SG. 
La estructura del colorante es planar en la región 
aromática, lo que obliga a que el ataque de un nucleófilo 
sea o por encima o por debajo del grupo azo. 
La reactividad del colorante a la actividad hidrolítica 
de las enzimas de la levadura, se determinó por el 
cálculo del potencial electrostático y los orbitales HOMO 
y LUMO de la molécula de colorante, los cuales se 








Figura 5. (a) Potencial LUMO del complejo cromado del 
colorante Negro azoico, (b) Mapa del potencial 
electrostático, y (c) orbital molecular HOMO y LUMO de la 
estructura monomérica del colorante azoico Negro P-SG. 
La Figura 5(a) muestra una zona azul, zona 
electrofílica, ubicada en el cromo, esta zona es atacada 
por los pares de electrones del oxígeno del agua para 
romper el complejo y formar la estructura monomerica 
del colorante. Las regiones más reactivas, mostradas de 
color rojo, se encuentran en las ramificaciones de los 
anillos, como se muestra en el mapa del potencial 
electrostático de la Figura 5(b), estás son zonas con más 
carga electrónica, y en la Figura 5(c) se muestran los 
orbitales HOMO, los grupos más cargados de electrones 
y por donde la molécula interaccionaría aportando sus 
electrones. Además, muestra las zonas, en las cadenas 
aromáticas más electrofílicas, de color azul, donde las 
enzimas entrarían a interaccionar y a ejercer su acción 
catalítica. Entre esas zonas está el enlace azo, –N=N-, 
donde los dos nitrógenos se marcan con zonas azules. 
El anillo naftaleno y los grupos fenilos presentan zonas 
muy electrofílicas, pero estos anillos son altamente 
estables y la probabilidad de rompimiento de los enlaces 
es menor, pero los dos nitrógenos del grupo azoico son 
potencialmente susceptible de ataque por enzimas 
hidrogenasas, que aportan H-H, para la formación de 
aminas -HN-NH-, estos resultados están de acuerdo con 
la referencia [28]. Los orbitales HOMO de la molécula de 
colorante permitirían el acercamiento o atracción hacia 
la membrana de la levadura, que tiene una potencial 
carga positiva [29], esta atracción facilitaría la formación 
el complejo Levadura-Colorante.  
La longitud del enlace azoico en la estructura 
optimizada del colorante Negro es de 1.276 Å, de 
acuerdo a la modelación de compuestos azo, la longitud 
del enlace azo disminuye a medida que las 
ramificaciones de los nitrógenos sean pequeñas, estos 
datos se observan en la Tabla 5. 
Tabla 5. Longitud del enlace –N=N- después de 
optimizar la geometría al nivel HF/STO-3G. 




1.264 1.272 1.276 
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Al aumentar la longitud de enlace –N=N-, como es el 
caso del colorante Negro, hace que este sitio sea más 
susceptible al rompimiento ante la acción catalítica de 
una enzima hidrogenasa, presente en la levadura. Esta 
reacción de hidrogenación disminuiría la absorbancia 
del colorante. 
4. Conclusiones 
Los colorantes azoicos son compuestos altamente 
utilizados a nivel industrial, y a pesar de las restricciones 
de las normas ambientales, aún se vierten aguas 
coloreadas a los cuerpos de aguas.  
La inmovilización de la levadura le permite a la 
levadura protegerse de las condiciones tóxicas de los 
posibles metabolitos generados en el tratamiento. 
La biorremediación del colorante depende de la 
concentración de este en el medio y de la concentración 
de la levadura. A concentraciones muy altas de 
colorante, la levadura se satura de las moléculas de 
colorante y la remediación no es completa en el período 
de tiempo, pero a concentraciones muy bajas, el flujo a 
través del gel no es lo suficientemente rápido como para 
lograr la remediación en el tiempo determinado, esto 
supone que el colorante pasa la gelatina por un proceso 
de ósmosis. Estos resultados concuerdan con los 
hallados en las referencias enunciadas. 
Este trabajo muestra la posible degradación del 
colorante en presencia de la levadura en las condiciones 
experimentales, y el potencial biorremediador del 
colorante Negro P-SG por parte de la levadura S. 
cerevisiae inmovilizada en gelatina. 
5. Trabajos futuros 
Como continuación del trabajo, la línea de 
investigación realizará análisis espectroscópicos de 
HPLC, para la determinación de la degradación del 
colorante. 
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